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Introdução: A disfunção na liberação de neuropeptídeos acarreta 
alterações na pele, podendo gerar distúrbios no processo cicatricial e/ou 
afecções cutâneas. Sendo assim, a liberação de neuropeptídeos é estudada 
na literatura, relacionando a utilização de agentes eletrofísicos. Objetivo: 
Investigar o efeito da estimulação elétrica na liberação de neuropeptídeos 
SP e CGRP em pele de ratos. Métodos: Foram utilizados 28 animais 
distribuídos em 4 grupos, Grupo Controle (GC): as amostras foram 
coletadas após 60 minutos da tricotomia sem estímulo elétrico; Grupo 
Sham (GS): após 60min da tricotomia foram colocadas as placas de 
eletrodos com esponja umedecida com cloreto de sódio 0,9% e sobreposto 
na linha mediana dorsal e dispersivo na região ventral, com o aparelho 
desligado por 30minutos; Grupo Estimulação Elétrica com Polo Positivo 
(GPP): após 60 minutos da tricotomia, foi realizada a estimulação elétrica 
sobre a linha mediana dorsal com polaridade Positiva e o no Grupo 
Estimulação Elétrica com polaridade Negativa (GPN):  os mesmos 
parâmetros utilizados acima, com a mudança, onde o polo negativo passou 
para linha mediana dorsal. Ao término da estimulação elétrica, foram 
coletadas amostras de pele, submetidas ao Western blotting para análise 
dos neuropeptídeos CGRP e SP.  Para a análise estatística foi utilizado o 
teste de Análise Variância (ANOVA) para identificar a diferença entre os 
grupos. Resultado: Não causou diferença significante na liberação de 
CGRP e SP na pele de rato. Conclusão: A estimulação elétrica 
ultraexcitante não influenciou na liberação de neuropeptídeos, CGRP e SP, 
































A Inflamação Neurogênica (IN) é um processo inflamatório periférico 
que se inicia quando há um estímulo exógeno (calor, lesões tópicas, agentes 
irritantes, alérgenos, luz ultravioleta e agentes microbianos) ou endógeno 
(mudanças de pH, citoquinas, cininas, histamina, proteases, 
neurotransmissores, hormônios e estresse) (ROOSTERMAN et al. 2006). 
Este processo também é considerado um dos primeiros eventos do processo 
de cicatrização, diante de um estímulo nociceptivo da pele (CAVIEDES-
BUCHELI et al., 2009).  
A inflamação neurogênica ocorre a partir da liberação de 
neuropeptídeos, presentes na pele, que são considerados como 
neurotransmissores especiais, sintetizados primordialmente nos neurônios 
sensitivos do gânglio dorsal (WATSON et al., 2002; HOCHMAN et 
al.,2014) e são regulados pela ativação das terminações nervosas 
nociceptivas C e fibras A-δ (WEIDNER  et al., 2000; HOCHMAN et 
al.,2014). 
O aumento ou disfunção destes neuropeptídeos pode acarretar em 
alterações na pele, gerando perturbações no processo cicatricial e nas 
afecções cutâneas, como dermatites de contato (TORII et al.,1997; 
PAVLOVIC et al., 2011), dermatite atópica (SCHOLZEN et al., 1998; 
JARVIKALLIO et al., 2003; FUJII, SENGOKU,TAKAKURA, 2010; 
MISERY, 2011 ), reações de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT), 
psoríase (KARANTH et al., 1989; GLINSKI et al., 1994; ZEGARSKA, 
LELINSKA,  TYRAKOWSKI, 2006) e cicatrizes fibropoliferativas, como 
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o queloide e cicatriz hipertrófica (TREDGET et al., 1997; BOCK & 
MROWIETZ, 2002; HOCHMAN & FERREIRA, 2007; OGAWA, 2008; 
AKAISHI et al., 2008). 
Para o tratamento clínico destas doenças, encontra-se na literatura a 
utilização de agentes químicos, como a capsaícina e a mostarda nitrogenada 
que atuam na despolarização das fibras C e A-δ. Após o uso contínuo 
desses agentes, o local apresenta diminuição de sensibilidade e bloqueio de 
estímulos dolorosos, resultando em dessensibilização e taquifilaxia dos 
neuropeptídeos, principalmente, a Substância P (Substance P ou SP) e/ou 
Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (Calcitonin Gene Related 
Peptide ou CGRP) e o Peptídeo Intestinal Vasoativo (Vasoactive Intestinal 
Peptide ou VIP) (JANCSO et al.,1967; BIRO et al., 1997; CATERINA et 
al.,1997, KALIL-GASPAR, 2003). O uso contínuo destes agentes químicos 
promove uma interrupção reversível nas fibras nervosas sensoriais em 
estudos experimentais (CRAFT & PORRECA, 1992; ROBBINS et al., 
1998; CANNON & WU, 1998; SZALLASI & BLUMBERG, 1999). 
Entretanto, esses agentes químicos provocam uma sensação de queimação, 
causando efeitos indesejáveis e desconfortos aos pacientes 
(KOLTZENBURG et al., 1992; GIBBONS et al., 2010).  
Devido a estes fatores adversos dos agentes químicos, diversas 
pesquisas foram realizadas com o intuito de encontrar outros tratamentos 
exógenos, para melhorar os aspectos clínicos de doenças cutâneas e tentar 
biomodular uma possível cicatrização. Dentre eles, foram encontrados 
estudos experimentais, utilizando agentes eletrofísicos na liberação de 
neuropeptídeos, como a Eletroestimulação Nervosa Transcutânea (TENS) e 
a fototerapia de baixa intensidade. (TANAKA & BARRON, 2001; 
HOCHMAN et al., 2014)  
ROKUGO et al. (2002) utilizaram a TENS (50Hz; 50V) em ratos e 
observaram uma redução de SP, com estímulos direto no gânglio da raiz 
I n t r o d u ç ã o  | 4 
 
dorsal e mostraram efeito analgésico pela supressão da atividade das fibras 
C nos nervos periféricos. Já SNYDER et al. (2002) utilizaram o laser 
vermelho de baixa intensidade (633nm), com uma energia total de 45J, 
durante 11 dias consecutivos, após secção do nervo facial para avaliar a 
liberação de CGRP em uma possível regeneração das fibras nervosas 
lesionadas em ratos, e obtiveram um aumento de RNAm CGRP e da 
transecção houve uma sobrevivência neuronal a partir de 6-9 meses.  
  Recentemente, no estudo de HOCHMAN et al. (2014), aplicaram em 
pele íntegra a fototerapia de baixa intensidade, a fim de verificar a 
liberação de neuropeptídeos  CGRP e SP, sendo que, neste estudo, 
obtiveram um aumento significante de SP somente no espectro 
infravermelho (808nm), em uma única aplicação.  
Sendo assim, o estudo acima citado foi o único encontrado que 
verificou a liberação de neuropeptídeos diretamente na pele através de um 
agente eletrofísico, e, esta liberação, se pudesse ser modulada, poderia se 
tornar uma alternativa em tratamentos clínicos de distúrbios de pele. Desta 
maneira, fez-se necessário avaliar se há liberação de neuropeptídeos com a 












































Investigar o efeito da estimulação elétrica ultraexcitante na secreção de 








































Este capítulo foi dividido em dois tópicos, sendo que no primeiro 
foram descritos estudos que utilizaram o mesmo tipo de corrente do 
presente estudo e, o segundo, com estudos utilizando agentes eletrofísicos 
na liberação de neuropeptídeos Peptídeo Relacionado ao Gene da 
Calcitonina (CGRP) e a Substância P (SP).  
 
3.1 Estimulação elétrica com corrente monofásica pulsada retangular 
na cicatrização da pele 
 
WEISS et al. (1990) compararam a espessura das cicatrizes e 
formação de cicatrizes hipertróficas no local doador de enxerto de pele, em 
quatro pacientes. Cada paciente foi submetido a uma coleta de tecido do 
enxerto cutâneo laminar na região anterior da coxa em ambos os membros 
inferiores. Um dos enxertos foi submetido à estimulação elétrica, enquanto 
o outro funcionou como controle. A estimulação elétrica foi iniciada no dia 
da cirurgia, sendo 2 sessões diárias, cada uma, com duração de 30 minutos, 
durante 7 dias. Foi utilizada uma corrente pulsada, monofásica de 128 Hz 
por segundo, com duração de pulso de 150 µs, uma intensidade de 35 mA e 
com o eletrodo positivo aplicado sob o enxerto. Os dados sugeriram que as 
cicatrizes submetidas ao tratamento com estimulação elétrica estavam mais 
macias e achatadas, além disso, foi obtido um menor número de mastócitos 
em relação à cicatriz controle. Os autores sugeriram que o efeito da 
estimulação elétrica sob estas condições pode diminuir a fibrose, 
possivelmente por meio da redução no número de mastócitos. 
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REICH et al. (1991) avaliaram a cicatrização cutânea de quatro 
porcos após a estimulação elétrica, com uma corrente pulsada monofásica, 
com intensidade de 35mA, e 128Hz, pulsos de 140µs, por 30 minutos, 
sendo que o eletrodo de polaridade positiva foi aplicado na região da lesão. 
Nos resultados foi obtida uma diminuição na quantidade de mastócitos, não 
foi apresentada, porém, qualquer evidência na degranulação de mastócitos. 
Uma das hipóteses dos autores foi que o estímulo elétrico positivo diminui 
a vascularização na lesão, reduzindo a quantidade de mastócitos, ou 
poderia estar relacionada com a concentração dos íons, pois, neste estudo, o 
sódio foi o condutor e os mastócitos são sensíveis à flutuação de cátion. O 
alto influxo de cátion, como o sódio, pode reduzir a concentração de cálcio, 
o que retardaria, consequentemente, a proliferação e migração de 
mastócitos.  
 
MEHMANDOUST et al. (2007) compararam os efeitos da 
estimulação elétrica com polaridade positiva e negativa na cicatrização de 
feridas em 42 guinea pigs, distribuídos em 6 grupos (sendo 2 grupos 
controle, um de 14 e outro de 21 dias; 2 grupos com polaridade positiva nos 
primeiros 3 dias, sendo um de 14 e outro de 21 dias e 2 grupos com 
polaridade negativa nos primeiros 3 dias, sendo um grupo de 14 e o outro 
de 21 dias). A corrente aplicada foi de 300 a 600 microamperes, 80pps, e 
de 0,3ms, em um tempo de duração de 60 minutos, uma vez ao dia. O 
eletrodo utilizado na lesão foi aplicado nos primeiros três dias e outro 
eletrodo nos demais dias, dependendo do grupo que pertenciam. Os 
resultados indicaram que as estimulações, em ambos os eletrodos, 
aumentaram a taxa de cicatrização das feridas. A força tênsil aumentou 
com o eletrodo positivo comparado com o negativo e do grupo controle no 
final 14º dia. Neste estudo foi observado que a estimulação elétrica, 
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independente da polaridade, obteve benefícios no processo de cicatrização. 
Para se compreender melhor os efeitos dos mecanismos da estimulação 
elétrica na cicatrização de feridas, o autor sugere a avaliação do potencial 
elétrico no local da ferida durante todo o período de cicatrização. 
 
BORBA et al, (2011) avaliaram os efeitos da estimulação elétrica 
pré-operatória sobre a cicatrização de feridas cutâneas em ratos. Utilizaram 
40 ratos machos wistars distribuídos em 2 grupos: grupo controle que foi 
submetido a uma incisão no dorso dos animais e outro grupo experimental 
submetido a estimulação elétrica no período pré-operatório seguido de uma 
incisão cutânea. Foi utilizada a corrente pulsada monofásica retangular, 
com uma freqüência de 7,7Hz e intensidade de 8mA, durante 30 minutos, 
com o eletrodo positivo no dorso dos animais. Foram utilizadas esponjas 
umedecidas com soro fisiológico sob os eletrodos de cobre, fixadas 
diretamente na pele da região dorsal do animal e, o eletrodo negativo, na 
parede abdominal. Foi realizada apenas uma aplicação da estimulação 
elétrica e em seguida foi realizada uma incisão de 7 cm no dorso do animal. 
As amostras de pele foram obtidas no 7º e 14º pós-operatório (PO). Nos 
resultados verificaram que o número de vasos neoformados, fibroblastos e 
fibras colágenas tipo III, no grupo estimulação elétrica no 7º PO, foram 
maiores que o do grupo controle, já no 14º PO não houve resultados 
significantes. Os autores concluiram que a estimulação elétrica no pré-
operatório com polaridade positiva afeta positivamente a proliferação de 
fibroblastos e angiogênese. 
 
3.2 Recursos eletrofísicos na liberação de neuropeptídeos CGRP e SP. 
 
3.2.1 Na raiz do Gânglio Dorsal 
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TANAKA et al. (2001) realizaram um estudo com estimulação 
elétrica direto na medula espinal em ratos Sprague-Dawley. Foram 
utilizados os parametros de 50Hz, 0,2ms e intensidades de estímulos 30, 60 
ou 90% do limiar motor. O eletrodo unipolar foi colocado no dorso do rato 
dos lados esquerdo e direito de superfície subdural com 10 minutos 
decorridos entre as aplicações da medula espinal. O grupo 1 (9 animais) foi 
submetido a estimulação elétrica, seguido de hexametônio injetável (10 
mg/kg, i.v), CGRP-(8-37) (2,6 mg/kg, i.v) e os efeitos foram medidos após 
cada administração. No grupo 2 (5 animais) foi utilizada a corrente elétrica 
para excluir uma possível interação de hexametônio injetável com CGRP-
(8-37). O fluxo sanguíneo na pata foi gravado com laser Doppler, a pata 
direita mostrou que estimulação elétrica aos 30, 60 e 90% do limiar motor 
não aumentou o fluxo sanguíneo cutâneo após hexametônio injetável e 
CGRP-(8-37) administrados em conjunto. Os resultados indicaram que o 
CGRP causou uma vasodilatação, sugerindo que, na estimulação elétrica 
experimental, em todas intensidades testadas (sendo elas abaixo do limiar 
motor) produziu-se vasodilatação por sentido antidromico, ativando nervos 
sensoriais para causar a liberação local de CGRP.  
 
ROKUGO et al. (2002) verificaram o efeito da estimulação elétrica 
nervosa transcutânea (TENS), com estímulo diretamente no gânglio da raiz 
dorsal (DRG) e no corno dorsal da medula espinal em ratos Sprague-
Dawley. Em todos os animais o nervo ciático direito foi ligado a um 
eletrodo de gancho para a estimulação e a pata inferior direita ligada a um 
eletrodo de anel. Os animais foram distribuídos em 3 grupos: controle, 
formalina, e estimulação TENS com formalina. Foi utilizado 
50µl(microlitros) de formalina a 5% injetado na pata direita. Simultâneo a 
esse processo, a estimulação elétrica foi utilizada com parâmetros de 50Hz, 
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50V  durante 5 minutos, com aplicação através do eletrodo de anel. Logo 
após a estimulação, os componentes do nervo ciático foram removidos da 
quarta à sexta vértebra lombar e parte da medula espinal. Os resultados 
mostraram que os níveis de SP na DRG no grupo formalina e no grupo 
TENS, foram significativamente reduzidos quando comparados com o 
grupo de estimulação e formalina. O estudo concluiu que a estimulação 
elétrica reduziu a produção de SP no DRG, e mostrou efeitos analgésicos 
por nocicepção suprimindo a via fibra-C nos nervos periféricos. 
 
3.2.2 Na Pele 
 
HOCHMAN et al. (2014) investigaram o efeito da Terapia Laser de 
Baixa Intensidade (LLLT, Low Level LaserTherapy) e o Light Emitting 
Diode (LED) na liberação do CGRP e SP na pele íntegra de ratos. Foram 
distribuídos aleatoriamente 40 ratos em 5 grupos com 8 animais cada: 
Grupo Controle; Grupo LED Azul (470 nm, 350 mW de potência); Grupo 
LED vermelho (660 nm, 350 mW de potência); Grupo Laser Vermelho 
(660 nm, 100 mW de potência) e Grupo Laser Infravermelho (808 nm, 
potência de 100 mW). A pele dos animais do grupo experimental foi 
irradiada utilizando a técnica de contato pontual, com uma energia total de 
40 J, dose única padronizada em um ponto na região dorsal. Após 14 
minutos de irradiação, as amostras de pele foram recolhidas para 
quantificação de CGRP e SP através da análise de transferência de Western 
Blot. Os autores observaram a presença de SP no Grupo Laser 
Infravermelho (p = 0,01), porém, não houve diferença no neuropeptídeo 
CGRP. Portanto, a LLLT  no espectro infravermelho (808 nm) aumentou a 
secreção do neuropeptídeo SP na pele íntegra de ratos. 
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RAYMUNDO et al. (2014) investigaram a injecção subcutânea de 
dióxido de carbono (CO2) na liberação de neuropeptídeos CGRP e SP, na 
pele de ratos. Utilizaram 56 ratos Wistar-EPM,  distribuídos em 2 grupos: 
um para análise de CGRP, outro para análise SP. Cada grupo foi 
distribuído em quatro subgrupos com sete animais: controle (Cont); 
controle com agulha (ContNd); injeção de CO2 (CO2Inj) e injeção de ar 
atmosférico (AirInj). Foi realizada apenas uma aplicação de tratamento. As 
análises de amostras de pele parcial foram conduzidas pelo método 
Western Blot (WB). Os autores observaram uma diminuição na quantidade 
de neuropeptídeos SP nos subgrupos CO2Inj e AirInj. Da mesma forma 
que, no grupo de CGRP, houve uma diminuição na quantidade de 
neuropeptídeos pró-CGRP (15 kDa) em subgrupos CO2Inj e AirInj; No 
entanto, não houve diminuição na quantidade de CGRP (5 kDa) em 
quaisquer subgrupos. A injeção subcutânea de CO2 e ar atmosférico 
























4.1 Desenho de Pesquisa 
 
 
 O presente estudo foi experimental, primário, intervencional, 
transversal, analítico, controlado, aleatorizado e unicego. Os experimentos 
tiveram início após liberação do Comitê de Ética em Pesquisa da 






Para realização deste estudo foram utilizados 28 ratos (Rattus 
albinus, Rodentia, Mammalia), da linhagem Wistar EPM-1 adultos, 
machos, com 8 semanas de idade e peso  entre 270g e 350g, oriundos do 
biotério central do Centro de Desenvolvimento de Medicina Experimental 
(CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). Os 
procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de Cirurgia 
Experimental da Disciplina de Cirurgia Plástica da UNIFESP.   
Os animais permaneceram no biotério, em gaiolas individuais de 
polipropileno, com tampa metálica própria para dispor o recipiente com 
água e ração comercial, a serem consumidas ad libitum. O ambiente foi 
mantido, por meio de dispositivos eletrônicos, em temperatura constante de 
22°C, em manutenção do grau de umidade e em ciclo claro-escuro de 12 
horas.  




4.3 Delineamento experimental 
 
 
No presente estudo, os 28 ratos foram distribuídos em 4 grupos, 
contendo 7 ratos cada grupo (Figura 1). Os animais foram distribuídos 
aleatoriamente pelo site (www.randomization.com) (Apêndice 2).  
Grupo Controle (GC): Os animais foram submetidos a tricotomia no 
dorso e, após 1 hora, foram retiradas as amostras;  
Grupo Sham (GS): Os animais foram submetidos a tricotomia, e após 
1hora, os eletrodos foram dispostos, um na linha mediana dorsal e o outro 
na linha mediana ventral, com aparelho desligado, durante  30 minutos, 
após 1 minuto de estimulação foram retiradas as amostras; 
Grupo Polo Positivo (GPP): Os animais foram submetidos a tricotomia 
e, após 1hora, foi realizada a estimulação elétrica por 30 minutos com 
polaridade positiva disposta sobre a linha mediana dorsal, e o dispersivo 
com polaridade negativa sobre a linha mediana ventral. Após um minuto, 
foram retiradas as amostras de pele.  
Grupo Polo Negativo (GPN): Os animais foram submetidos a tricotomia 
e, após 1hora, foi realizada a estimulação elétrica por 30 minutos com 
polaridade negativa disposta sobre a linha mediana dorsal, e o dispersivo 
com polaridade positiva sobre a linha mediana ventral, após um minuto, 
foram retiradas as amostras de pele.  
Todos animais foram tricotomizados na região dorsal, e foi realizada 
somente uma aplicação. 
        



















                
 












Figura1–Fluxograma da distribuição dos grupos. 
             
           




No dia da realização da estimulação elétrica, os animais foram 
anestesiados com injeção intramuscular, no músculo gastrocnêmio 
direito com cloridrato de Quetamina (100mg/kg) e cloridrato de 
Xilazina (50mg/kg).  
Após 3 minutos da indução anestésica, foi realizada a tricotomia 
máxima com máquina cortadora de pelos (WAHL®)
 no dorso do rato 
com uma área de 8x4cm (Anexo 1). 
 
4.4.2 Aplicação da Estimulação Elétrica 
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Foi utilizado um equipamento gerador universal de correntes da 
marca Quark®, (Piracicaba – São Paulo) modelo Dualpex® 071, digital, 
controlado por microprocessador, com um canal de saída destinado a 
corrente pulsada monofásica retangular, amplitude em miliamper (mA) 
(Figura 2).  
O aparelho foi aferido antes do início da fase experimental e ao 
término da mesma, em instituição credenciada (Apêndice 3). 
A estimulação elétrica foi utilizada com uma frequência de 150Hz,  
duração de pulso de 400µs,  amplitude de 8mA, durante 30 minutos. No 
mesmo dia do estímulo elétrico, ao término de 1 minuto desse período, foi 
realizada a retirada da amostra de pele no dorso dos ratos.  
A amplitude da corrente iniciou com 2mA, e a cada 3 minutos foi 
aumentado mais 2mA, até chegar a amplitude máxima de 8mA em um total 
de tempo de 12 minutos, os 18 minutos restantes foram mantidos com uma 







            
         
4.4.3 Posicionamento dos eletrodos 
 
Figura 2 – Aparelho de eletroestimumlação 
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 Foram posicionados eletrodos de cobre, com dimensões de 5,0 x 3,0 
cm em esponja de celulose umedecida em solução Cloreto de Sódio 0,9%, 
em uma quantidade de 10ml do mesmo tamanho dos eletrodos. O conjunto 
eletrodo-esponja foi fixado por meio de fita elástica com velcro, os 
eletrodos foram utilizados de acordo com a polaridade a qual o grupo 
pertencia (Figura 3a e 3b). 
 
.                                                                                                                    
          
 
4.5 Exérese da amostra  
 
Após um minuto de aplicação da estimulação elétrica, os animais 
foram submetidos à morte assistida indolor por meio de hiperdosagem 
anestésica e secção dos vasos cervicais, para a retirada das amostras de 
pele. 
Figura 3a - Aplicação da polaridade                                                                                                 
positiva estimulada no dorso do 
GPP                                                                                                                
rato do grupo .                                                       
Figura 3b – Aplicação do 
dispersivo de polaridade negativa  
no abdome do GPP. 
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Em seguida, o animal foi firmemente segurado nas suas 
extremidades caudal e cranial, de modo a manter a pele do dorso fixada, 
expondo a região estimulada (Figura 5).  
            
 
 Figura. 5 – Forma de imobilizar o animal para a retirada da amostra. 
 
Logo após, foi utilizado um dermátomo elétrico (Padgett®) (Figura 
6), pelo qual foi retirada uma peça de pele parcial do dorso do rato, com 
espessura de 500μm, que continha a marcação do quadrante da placa de 
eletrodo em seu centro, com no mínimo 1cm das suas margens (Figura 
7a e 7b). 















Figura 6 – Dermátomo elétrico no dorso 
do animal, para retirada da amostra. Na 
seta demonstra a região da estimulação 
elétrica. 
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Finalmente, para remoção da amostra final, foi utilizado um punch 
cutâneo de 8mm (Figura 8) no centro da peça de pele, sendo que este foi 
dividido em 2 fragmentos de pele em “meia-lua”, com espessura constante 
e formato idêntico (Figura 9). Esses 2 fragmentos, referentes a cada rato, 
foram definidos como amostra, sendo que um fragmento foi utilizado para 
a analise de CGRP e outro para SP. 
 
Figura 8 – Punch cutâneo de 8 mm. 
 
Figura 7a - Dorso do rato após exérese 
de pele. 
Figura 7b – amostra de pele após  
retirada pelo dermátomo elétrico. 













4.5.1  Análise por Western Blotting (WB) 
 
O método de WB foi utilizado para quantificação de SP e CGRP nas 
amostras retiradas. O kit para avaliação de CGRP provê anticorpos para 
pró-CGRP e CGRP (forma ativa) e ambos foram testados. No entanto, foi 
necessário o desenvolvimento de modificações laboratoriais pioneiras nas 
técnicas clássicas de WB para suplantar certas dificuldades técnicas. O 
desenvolvimento do WB para quantificar neuropeptídeos em pele foi 
realizado no Laboratório de Neurocirurgia Experimental - LIM 45 da 
Universidade de São Paulo, USP (Coordenador: Prof. Dr. Gerson Chadi). 
As amostras retiradas de cada animal foram homogeneizadas em 
solução tampão para extração da proteína total. Primeiramente, as amostras 
foram lisadas e homogeneizadas, com auxílio de um homogeneizador, 
utilizando-se 350μL de tampão de lise constituído de NP40 (1%), 
deoxicolato de sódio (0,5%), SDS (1%), EDTA (1mmol/L), EGTA 
(1mmol/L) e coquetel inibidor de proteases (Sigma, 1%) em PBS (Ph 7,4). 
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Após a homogeneização, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm 
durante 20 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi obtido e a quantidade de 
proteína foi determinada usando o método de Bradford 
(BRADFORD,1976). 
As amostras foram diluídas em tampão de lise a fim de se obter 
quantidade de 60μg em 25μL, que foram desnaturadas à 100ºC durante 3 
minutos e aplicadas às canaletas do gel de poliacrilamida a 12% para 
fracionamento. Em um dos poços da placa, foram aplicados 5μL de 
marcador de peso molecular (Kaleidoscope, pré-corado, Bio-Rad, EUA). O 
tampão de corrida foi preparado com Trizma® (25mmol/L), glicina 
(0,2mol/L) e SDS (0,1%), as proteínas foram separadas através de 
aplicação de 100 volts durante 1 hora e 30 minutos. Após a “corrida”, as 
proteínas foram transferidas para membrana de PVDF (Bio-Rad) utilizando 
tampão de transferência gelado contendo Trizma® (25mmol/L), glicina 
(0,2mol/L) e metanol (10%) durante 1 hora a 100V.  
A membrana foi, então, incubada com solução de bloqueio dos sítios 
não ocupados, durante 15 minutos à temperatura ambiente. A solução de 
bloqueio foi constituída à base de leite (10%) em TBS-T (tampão 
Trizma®-salina com Tween-20 a 0,05%). Após este bloqueio, as 
membranas foram incubadas com os anticorpos primários: anticorpo 
policlonal anti-SP feito em cabra (1/100, Santa Cruz) e anticorpo policlonal 
anti-CGRP feito em coelho (1/300, Sigma) diluídos, todos, em leite (3%) 
em TBS-T, durante 24 horas a 4ºC sob agitação constante. Após esta 
incubação, as membranas foram lavadas por duas vezes em TBS-T por dez 
minutos e incubadas com os anticorpos secundários anticabra (1/2000, GE) 
e anticoelho (1/10.000, GE) conjugados a uma peroxidase (HRP-
conjugado), diluídos em leite (3%) em TBS-T e incubados durante 1 hora 
em temperatura ambiente. 
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Após a incubação com os anticorpos secundários, as membranas 
foram lavadas por duas vezes com TBS-T e uma vez com TBS durante dez 
minutos, cada. A reação aconteceu através de incubação com reagente 
quimioluminescente (Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, 
ECL kit, Perkinelmer, EUA) durante exatamente um minuto. As 
membranas foram expostas a filme sensível a quimioluminescência 
(Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) durante o período de 30 
segundos a cinco minutos (segundo orientação do fabricante) para cada 
anticorpo, e revelados. 
Após revelação dos filmes, as membranas foram lavadas e 
submetidas à nova marcação com anticorpo contra a beta-actina, uma 
proteína, a fim de normalizar os valores proteicos. Para isso, as membranas 
foram incubadas com anticorpo primário contra βIII-tubulin diluído a 
1:30.000 (Sigma, EUA) em TBS-T contendo BSA a 1% durante uma hora 
em temperatura ambiente, seguida de duas lavagens com TBS-T (por dez 
minutos, cada) e de incubação (por 45 minutos à temperatura ambiente) 
com o anticorpo secundário (anticoelho, HRP conjugado, Amersham) 
diluído a 1/10.000 em TBS-T com BSA 1%. Após estas incubações, as 
membranas foram lavadas como descrito anteriormente, seguidas da reação 
e revelação do filme. Os filmes foram quantificados através de 
densitometria óptica usando um sistema de análise de imagens (CHADI et 
al., 2008; ALVES et al., 2011). 
 
 
4.6 Análises estatísticas 
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Todos os dados obtidos foram analisados e comparados. Os 
resultados foram expressados em média ± erro padrão (M ± EP).  
Para verificar as diferenças significantes na liberação de 
neuropeptídeos CGRP e SP entre os quatro grupos do estudo foi utilizado o 
Teste ANOVA. Tendo sido fixado em 0,05, ou 5%, o nível de rejeição da 























A aplicação de 30 minutos da estimulação elétrica não causou 
diferença na liberação de Substância P (SP) e Peptídeo Relacionado com 
Gene de Calcitonina (CGRP) de 5 e 15 kDa entre os grupos estimulados 
(Eletrodo negativo e Eletrodo positivo) em relação aos não-estimulados 
(Sham e Controle) (Tabelas de 1 a 3).  
 
Tabela 1 - Quantificação de Substância P (SP) de acordo com a polaridade do eletrodo 
Grupo Média† Desvio-padrão Min-Máx N (amostra) p (Anova) 
Sham 6,98 2,29 3,40 - 9,98 7 0,33 
Controle 6,64 1,40 4,65 - 8,28 7 
 Eletrodo negativo (anodo) 5,34 1,95 2,16 - 7,17 7 
 Eletrodo positivo (catodo) 5,49 2,15 2,08 - 8,57 7   
† Unidades arbitrárias determinadas pela análise de Western blot 
 
 
Tabela 2 - Quantificação de Peptídeo Relacionado com o Gene de Calcitonina (CGRP) de 15 kDa 
acordo com cada polaridade do eletrodo 
Grupo Média† Desvio-padrão Min-Máx N (amostra) p (Anova) 
Sham 31,81 8,16 21,68 - 43,57 7 0,57 
Controle 30,67 6,55 24,32 - 40,15 7 
 Eletrodo negativo (anodo) 25,92 7,68 15,98 - 40,43 7 
 Eletrodo positivo (catodo) 31,40 6,98 22,39 - 43,63 7   
† Unidades arbitrárias determinadas pela análise de Western blot 
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Tabela 3 - Quantificação de Peptídeo Relacionado com o Gene de Calcitonina (CGRP) de 5 kDa de 
acordo com a polaridade do eletrodo 
Grupo Média† Desvio-padrão Min-Máx N (amostra) p (Anova) 
Sham 34,93 4,06 30,32 - 42,01 7 0,18 
Controle 32,12 7,51 21,24 - 42,03 7 
 Eletrodo negativo (anodo) 34,42 7,12 22,26 - 41,7 7 
 Eletrodo positivo (catodo) 27,95 6,25 21,76 - 38,81 7   

































Os principais neuropeptídeos relacionados à inflamação neurogênica 
da pele são o Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) e a 
Substância P (SP). (WATSON RE et al, 2002). A SP é uma taquicinina 
com potente propriedade vasodilatadora, pois estimula a liberação de óxido 
nítrico pelas células endoteliais. É, geralmente, encontrada nas fibras e 
terminações nervosas da derme e epiderme, bem como nas glândulas 
sudoríparas. Possui importantes funções no sistema imune em níveis 
celular e humoral, participando de processos inflamatórios. (Schmelz M & 
Petersen LJ, 2001) 
Já o CGRP é o peptídeo mais abundante na pele, possui efeito 
vasodilatador. Constante nas arteríolas de todas as espécies estudadas, tem 
ação direta na camada muscular e vascular. (Wu et al., 2007; Kalil, 2003).  
Também sintetizado a partir do gânglio posterior da medula, porém na 
forma de pró-CGRP (15 KDa), e, após sua clivagem, é liberada na 
terminação nervosa em sua forma ativa (5KDa) (Xu et al., 2005). 
Ambos, SP e CGRP, estão frequentemente presentes na mesma fibra 
nervosa, e são dependentes do Fator de Crescimento Neural.  E existe uma 
correlação entre eles, sendo que, a liberação SP induz a co-liberação de 
CGRP que, por sua vez, aumenta a ação de SP, apesar de CGRP poder ter 
efeitos duradouros (HOCHMAN et al., 2014). 
Assim, a liberação desses neuropeptídeos no início da fase de 
inflamação neurogênica e suas ações locais podem determinar a intensidade 
de todo o processo inflamatório da cicatrização. Por este motivo, o presente 
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estudo avaliou a liberação destes neuropeptídeos através de um modelo 
experimental. 
Os neuropeptídeos têm estrutura molecular frágil, são facilmente 
liberados pelas terminações nervosas, têm padrão de disponibilidade na 
pele e internalização celulares pouco estudadas (BRAIN & CAMBRIDGE, 
1996; WEIDNER et al., 2000), com base nessa informação, este estudo 
optou pela realização da tricotomia no dorso dos animais. 
Após a tricotomia, no presente estudo foi estabelecido um tempo de 
60 minutos como padrão para iniciar a estimulação elétrica, pois se a 
tricotomia liberar neuropeptídeos, as concentrações de ambos os 
neuropeptídeos já estariam comprovadamente em níveis fisiológicos, de 
acordo com o estudo de HOCHMAN et al., (2014) e Raymundo et al. 
(2014) que aguardaram esse mesmo período após a tricotomia. 
Neste modelo experimental, não foi realizada uma incisão cutânea, o 
que difere do estudo de Borba et al., (2011) que utilizaram o mesmo tipo de 
estimulação elétrica, porém, após a estimulação foi realizada uma incisão, 
avaliando outros efeitos no processo de cicatrização. Uma vez que, a 
incisão cutânea poderia ser um viés por si só no presente estudo, já que 
haveria uma maior liberação de substâncias inflamatórias no local da lesão 
(estímulo nociceptivo), o que levaria a uma liberação de neuropeptídeos e 
seria difícil diferenciar os neuropeptídeos liberados a partir da incisão ou da 
estimulação elétrica.   
Para a estimulação elétrica, o método utilizado foi equitativo ao estudo 
de Borba et al., (2011), principalmente em relação as padronizações de 
acoplamento de esponja-eletrodos, tempo e amplitude de aplicação, 
buscando avaliar através do resultado encontrado uma possível correlação 
do efeito da estimulação elétrica pré-incisional na liberação 
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neuropeptidérgica. Além disso, no presente estudo, foi utilizada uma única 
aplicação da estimulação elétrica, assim como estudo de Borba et al., 
(2011) e Hochman et al., (2014). 
 Após a estimulação elétrica, os animais foram submetidos à morte 
induzida para a retirada de pele com uso de um dermátomo elétrico. A 
utilização desse dermátomo foi necessária para que a espessura da pele 
fosse sempre constante, gerando amostras de volume iguais e não conter 
inadvertidamente acompanhamento de tecido subcutâneo ou panículo 
carnoso. Todavia, as amostras de pele em alguns estudos como o de 
BORBA et al., (2011) e BONATTI et al., (2013)  foram retiradas por 
dissecção manual contendo pele total, o que acaba gerando amostras com 
volumes diferentes de tecido subcutâneo e poderia gerar quantidades 
diferentes de neuropeptídeos.  
Além disso, RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSO ( 2005), 
demonstraram que as terminações nervosas se concentram na epiderme e 
na metade superior da derme e que os folículos pilosos, por serem 
ricamente inervados e abundantes de neuropeptídeos (NP´s), poderia 
mascarar a liberação desses pela estimulação elétrica. O mesmo autor ainda 
descreve que a espessura total da pele do dorso do rato fica entre 900 e 
1000μm e que os folículos pilosos são abundantes em profundidade maior 
que 500μm. Por esse motivo, o presente estudo optou pela espessura parcial 
constante de 500μm.  
Além da padronização da espessura das amostras, também foi 
utilizado um punch cutâneo de 8 milímetros para que as dimensões destas 
amostras também fossem semelhantes, principalmente devido a 
sensibilidade do método de avaliação.  
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Para a avaliação de neuropeptídeos, o presente estudo buscou uma 
maneira de quantificação direta desses neuropeptídeos na pele, tentando 
obter resultados mais confiáveis e reprodutíveis. O método de escolha para 
quantificação direta foi o Western blotting (WB). No entanto, foi 
necessário o desenvolvimento de modificações laboratoriais pioneiras nas 
técnicas clássicas de WB para suplantar certas dificuldades técnicas, 
discutidas adiante. O desenvolvimento do WB para quantificar NP´s deu-se 
no Laboratório de Neurocirurgia Experimental - LIM 45 da Universidade 
de São Paulo - USP (Coordenador: Prof. Dr. Gerson Chadi). Estudo de 
Raymundo et al., 2014, também utilizou a mesma análise de WB, a fim de 
verificar a liberação desses NP´S após aplicação de dióxido de carbono 
(CO2). 
Optou-se pelo Western Blot (WB) por ser um método viável para 
detecção de neuropeptídeos na pele, com alta sensibilidade e 
especificidade, reprodutibilidade além de acessibilidade técnica e 
econômica. No entanto, por se tratar de uma técnica demorada e com várias 
etapas de execução, o WB tem aplicação prática dificultada, principalmente 
quando se emprega número de amostras significativas. Por isso, sua 
utilização costuma ser restrita aos estudos de pesquisa, em detrimento de 
outras metodologias que são mais rápidas e de fácil execução, como a 
imunohistoquímica (IHQ). A técnica de WB utilizada nesse estudo 
contorna sua principal desvantagem que é a dificuldade decorrente da 
extração proteica de um tecido de alta densidade como a derme. Tais 
limitações foram ultrapassadas adaptando as técnicas clássicas de WB, 
como: (1) manipulação específica das amostras, com séries de 
congelamentos e descongelamentos, maceração mais cuidadosa e uso de 
homogeneizador mais potente; (2) utilização de reagentes de lise em 
proporções maiores; (3) inibição de proteases em proporções maiores e (4) 
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utilização de meios de transferência proteica específicos para a pele, como 
a membrana de PVDF, já que a membrana habitual de nitrocelulose não foi 
eficaz. 
Para o WB, o kit de CGRP, foram utilizados anticorpos para 
quantificação de sua forma ativa, com 5 kda, e de sua forma precursora, 
com 15 kda. O pró-CGRP é uma molécula de aproximadamente 15 kda 
que, após sofrer clivagem, dá origem a moléculas da forma ativa de CGRP 
(MISHIMA et al., 2011). O pró-CGRP não tem outras funções biológicas 
específicas conhecidas e sua quantificação não foi considerada um objetivo 
desse estudo, já que faz parte apenas da síntese do CGRP. No entanto, 
como MISHIMA et al. (2011) comentaram em seu estudo, a quantificação 
do pró-CGRP auxilia e é um grande indicador do comportamento do CGRP 
na sua forma ativa, visto que este último tem degradação rápida e 
comportamento ainda pouco estabelecido na literatura (BRAIN & 
WILLIAMS, 1989).  
 O WB não distingue qual a localização do neuropeptídeo dentro da 
amostra, isto é, não é possível dizer se ele está dentro de vesículas nas 
terminações nervosas, se ele já foi excretado e se encontra no meio 
intersticial ou, ainda, se já foi internalizado na célula-alvo. Ele permite a 
análise quantitativa e segura dos neuropeptídeos, pois possibilita a retirada 
dos valores do background do filme e a normatização dos valores 
específicos do marcador em questão, em cada amostra, pelos valores de um 
marcador estrutural, a beta-tubulina. 
 Quanto aos resultados encontrados no presente estudo, observamos 
que, na quantificação de SP, houve uma diminuição, quando analisadas  os 
grupos polo positivo (GPP) e negativo (GPN) em relação ao grupo controle 
e ao grupo Sham. Porém, não significante. O que difere dos achados 
encontrados por HOCHMAN et al. (2014), que obtiveram um aumento de 
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SP em modelo experimental de pele integra igual ao do presente estudo, 
utilizando, entretanto, a fototerapia de baixa intensidade, com resultados 
apenas no espectro infravermelho. Assim como os resultados de 
RAYMUNDO et al. (2014), que também observaram um aumento de SP 
no mesmo modelo experimental, com a injeção de dióxido de carbono 
(CO2). Já no presente estudo, quando observados os resultados de pró-
CGRP (15Kda) não houve resultado significante. O que difere, novamente, 
do estudo de RAYMUNDO et al.(2014), onde foi observado  um aumento 
do pró-CGRP. Em contra partida, não houve diferença quando analisados 
os níveis de CGRP (5Kda). O que corrobora com HOCHMAN et al. (2014) 
e com o presente estudo. 
Uma possível explicação para os resultados neste estudo apontados 
poderia ser o mesmo que LIEBANO et al.(2006) discutem em seu estudo: 
que a estimulação elétrica agiria em fibras antidrómicas ou nociceptivas e, 
com base neste princípio, quando se tem uma estimulação sensorial ou 
motora, não há ativação de fibras nociceptivas C e A-δ. Desta maneira, 
poderiam ser questionados alguns parâmetros do presente estudo: um 
desses parâmetros seria a amplitude, que foi mantida em 8mA e talvez não 
tenha sido suficiente para ativação das fibras nervosas;  outro seria o 
período de 30 minutos de estimulação, que talvez tenha sido um período 
muito longo a um ponto de  haver adaptabilidade das fibras nervosas, uma 
vez que a corrente ultraexcitante foi estimulada por via subcutânea.  
 Porém, WALLENGREN et al., (2005) utilizaram uma estimulação 
elétrica com o mesmo tempo de estímulo elétrico do presente estudo, de 30 
minutos por 10 dias consecutivos, e observaram que a intensidade 
moderada da estimulação elétrica provocou proliferação das fibras 
sensitivas do nervo cutâneo no rato, mas não ativou a raiz do ganglio 
dorsal. Já o estudo de TANAKA (2001),  que utilizou uma corrente elétrica 
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e estimulou direto na raiz do gânglio dorsal, mostrou que houve uma 
liberação de CGRP após aplicação de estimulação elétrica, sendo utilizada 
uma intensidade abaixo do limiar motor, mas, em contrapartida, se fez uso 
de um vasodilatador em conjunto com o estímulo elétrico.  
Outra explicação para os resultados encontrados poderia estar 
relacionada ao número da amostra, que talvez tenha sido insuficiente para 
ser obtida uma diferença significante entre os grupos com a estimulação 
elétrica apesar de ter sido realizado o cálculo amostral antes do 
experimento deste estudo. Além disso, HOCHMAN et al., 2014, e 
RAYMUNDO et al. (2014), entretanto, utilizaram o mesmo número 
amostral do presente estudo e obtiveram diferença significativa na 
liberação de SP e CGRP.  
 Um achado no presente estudo, ainda que não objetivado 
inicialmente, foi o resultado significativo entre a liberação dos 
neuropeptídeos: tendo ocorrido uma diminuição de SP em relação ao 
CGRP. Tal questão corroboraria com o estudo de ROKUGO et al., 2002 
que encontraram uma diminuição de SP após uma estimulação elétrica 
(porém, com uma corrente diferente do presente estudo, menor período e 
com estímulo  aplicado diretamente no gânglio da raiz dorsal do rato, além 
do uso, em conjunto, de um reagente e a não observação da liberação de 
CGRP). Com isso, cabe a avaliação, em trabalhos futuros: ainda que SP e 
CGRP estejam presentes na mesma fibra nervosa (e há a possibilidade de 
serem dependentes), a liberação SP estaria correlacionada com a liberação 
de CGRP? Outras perspectivas são sugeridas: utilizar diferentes tipos de 
estimulação elétrica como a Estimulação Elétrica Transcutânea – (TENS); 
aplicações por mais dias consecutivos em uma pele integra e/ou pré e pós-
incisional, no intuito de avaliar a liberação destes neuropeptídeos e 
futuramente, talvez, poder avaliar uma biomodulação pré-operatória na 
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cicatrização (ou em distúrbios fibroproliferativos) e, finalmente, utilizar 
outro método de avaliação de neuropeptídeos na pele para termos certeza se 
a estimulação elétrica liberaria SP e/ou CGRP, bem como se poderia ser 
degradado uma vez que o método de WB não difere entre os 










































A estimulação elétrica ultraexcitante não influenciou na liberação de 
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ABSTRACT 
Introduction: A dysfunction in the release of neuropeptides cause changes 
in the skin, and may cause disturbances in the healing process and/or skin 
disorders. Therefore the release of neuropeptides has been studied in the 
literature, connecting the use of electrophysical agents. Objective: To 
investigate the effect of electrical stimulation on the release of 
neuropeptides SP and CGRP in rat skin. Methods: 28 animals were 
randomly divided into 4 groups, Control Group (CG): the samples were 
collected 60 minutes after shaving without electrical stimulation; Sham 
Group (SG): after 60 minutes of trichotomy were placed electrodes plates 
with damp sponge with sodium chloride 0.9% and superimposed on the 
dorsal midline and dispersive on the ventral region, with the equipment off 
for 30 minutes; Electrical Stimulation Positive Pole Group (GPP): later 60 
minutes of trichotomy, electrical stimulation was performed on the dorsal 
midline with positive polarity and the Electrical Stimulation Group with 
negative polarity (NPG): the same parameters used above, with the change 
where the negative pole was passed into the dorsal midline. At the end of 
electrical stimulation, skin samples, tested by Western Blotting for analysis 
of neuropeptides CGRP and SP, were collected. For statistical analysis, 
analysis of variance (ANOVA) was used to identify differences between 
the groups. Result: There was a minor release of neuropeptides from the 
negative and positive polarity, however, not significant. Conclusion: The 
ultra-exciting electrical stimulation did not influence the release of 
neuropeptides, SP and CGRP, in rat skin. 
Keywords: Calcitonin Gene Related Peptide – Neurogenic Inflammation – 
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28 subjects randomized into 1 block To reproduce this plan, use the seed 16091 along 
with the number of subjects per block/number of blocks and (case-sensitive) treatment 













Quadro 1. Descrição dos valores de SP na amostra de cada animal,obtidos 





Shan Controle Polo - Polo + 
6.452000 8.243000 3.244000 4.920000 
3.408000 4.656000 2.166000 2.089000 
7.720000 6.757000 7.170000 4.320000 
6.280000 7.016000 6.509000 5.223000 
9.986000 8.287000 5.104000 7.7390000 
5.535000 6.495000 7.076000 5.597000 






























Quadro 2. Descrição dos valores de pró-CGRP (15KDa) na amostra de 




Shan Controle Polo - Polo + 
26.94600 24.32700 20.17500 28.96000 
21.68500 30.77500 40.43000 37.60900 
43.57100 39.22700 28.10600 43.63300 
30.35900 40.15600 15.98400 29.09300 
27.18400 26.27900 23.96800 28.34200 
42.31300 28.97000 25.08500 22.39500 


















Quadro 3. Descrição dos valores de CGRP (5KDa) na amostra de cada 
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